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芳香族 ア ミ ン で ある 2－ a min o．3． m ethylimida zo一仁4，5－fコquin olin eくIQンお よ び 3－ amino －1－ m ethy－
1－5 H－p yridoE4，3－bコindoleくTrp－P－21 の 代謝活性化系路 は主 に ， 肝 ミ ク ロ ゾ
ー ム や 肝 ホ モ ジ ェ ネ ー ト の
S．9 分画を代謝活性化系 と す るサ ル モ ネ ラ 法 くAm e s酎 に よ り研究 さ れ て き た ． 著 者 は IQ ま た は
Trp－P．2 が同時に受 け る ， 活性化 と不活性化 の 2方向の 代謝の影響 の総合的 な結果 を調
べ る た め に ， サ
ル モ ネラ ー 肝細胞 シ ス テム こくSalm o n ellalhepato cyte system ， SIH シ ス テ ムIを用 い た 一 SノH シ ス テム
で は ， サ ル モ ネ ラ菌 と単離 し た肝細胞 を
一 緒 にイ ン キ エ ペ ー 卜 して ， バ ク テ リ ア に お け る変異原性 と ，
単離肝細胞 に対 す る D N A損傷性 を同時 に検出する こ と が 出来 る ． 肝細 胞は ， CytOChr o m eP
－450誘導
物質 に 感受性の強い a rylhydr o－ C a rbo n応答性の C 57 B L16 N マ ウス か ら単離 した ■ 正 常単離肝細胞 を用
い た実験で は ， IQ お よび Trp－ P－2 は と も に明 らか な Sblm o n elhlb4，him u rium str ain T A 98くT A 981の
変異原性 を示 した の に 対 して ， そ の D N A損傷 はわ ずか で あ っ た ． Cyto chr o me P．44 8 の強力な誘導物
質 で ある 2，3，7，8，－tetr a Chlorodibe n z o－P－dio xin くT C D Dl 前処置 に よ り ， IQ お よ び Trp
－P－2 の変 異原性
は著 しく増加 し ， ま た ， T CD D投与 マ ウ ス か ら の単離肝細胞 に対 し て ， 両者 と も強 い D N A傷害作用 を
示 し た ． IQ お よ び Trp－P－2 の変 異 原性 は cyto chr o m eP
－448 の特異 的 な 阻害剤 で あ る a －
Naphthofla von eくA N Fl に よ り強く抑制さ れ た － こ れ ら の結果か ら ， SJH シ ス テ ム に お い て も Am e s
法と 同様 ， IQ お よ び Trp－P－2 の活性化代謝 は cyto chr o m eP
－448依存性の N．hydr o xylatio nが 第
一 ス
テ ッ プで ある こ と ， そ し て ， こ れ ら IQ お よ び Trp－P－2 の生体 内で の毒性 や発癌性 が cyto chr o m e
P．450 系 の 代謝活性酵 素 の 活性 や 組成 を変 え る 薬物 に よ り ， 大 き な 影響 を受 け る こ と が 示 唆
さ れ た ．
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環境中 に 存在 す る種々 の発癌性 な い し変異原性物質
を ， 短期間か つ 安 価 に ス ク リ ー ニ ン グ す る 方法 と し
て
，
助 血 緋 矧 勉 わが前 職 血 相 や 且s cゐe rfcゐブ戊 COgブの 変
異株 を用い て そ の 変異原性 を検出す る微生物 を用 い た
突然変異テ ス トが あ る ． こ れ ら の 検出法 の う ち 特 に
Am esら
1121に よ り 開 発 さ れ た histidin e 要 求性 の
Sblm o n ella Whim u Yiu m str ain T A 98や Sblm o n ella
Whim u riu m str ain T A l OOの 復帰突然変異 を検出す
る A m e s接が 一 般的な 方法 で ある ． 多く の発癌物質は
動物細胞 の ミ ク ロ ゾ ー ム 分画の酵素 に よ り代謝活性化
を受 け て ， D N A と反応 す る最終発癌物質に なる が ，
バ ク テ リ ア に は 発癌物質を代謝活性化す る酵素が多く
の場合存在 して い な い ． こ の た め ， 肝ミ ク ロ ゾ
ー ム や
肝 ホ モ ジー エ ネ ー トの S－9 分画 を代謝活性化系と して ，
A bbr eviation こA N F， a － N aphthofla v o n eニIQ， 2－ amino －3－ m ethyl－imida z－E4，5－fコquin olineニ
SIH シ ス テ ム ， Salm o n ellalhepato cyte syste 町 T A 98， Sdlm o n elhl b4，him u riu m str ain
T A 98ニ T C D D， 2，3，7，8，－tetr a Chlor odiben zo
－
P
Ldioxin三 Trp－ P－2， 3－ a min o
－1－ m etyl－5 H．p yridoE4，
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変異原性物質 お よ び バ ク テ リ アと イ ン キ エ ペ ー 卜す る
こと に よ り変異原性 を検出 して い る ． しか しな が ら ，
これ ら の発癌 ． 変異原性物質は ， 生体 内に お い て ， 活
性化と不活性化の 2方向 に 代謝 され る こ と ， ま た清性
化代謝物の 一 部は体 内の標的分子く主 に DN AJと反応
し発癌の引き金と な り ， 一 方， 活性代謝物のう ち蛋白
質な どの 非標的高分子 と結合 し たも の は解毒さ れ る こ
と が知ら れ て い る ． 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム や肝 ホモ ジ ェ ネ ー
トの S．9分画 を用い た 従来の A mes 法で は ， 発癌物質
の活性化代謝系路の み 強調さ れ て ， 実際に生体内で惹
起さ れ て い る と考 え られ る 不清性化代謝系路 を含 め た
解毒代謝機構くdeto xificatio nJ が多 く の 場合反 映 され
てい な い 欠点が ある ． こ の 欠点 を補う た め に ， 肝 ミ ク
ロ ゾ ー ム や 肝ホ モ ジ ュ ネ ー トの S－9 分画 の 代わ り に ，
活性化代謝お よ び 不活性化代謝の両者 を備 えて い る 正
常単離肝細胞 を用 い た Am e sの変法 が お こ な わ れ て
い る ■ 本論 文 で は ， こ の Am e sの 変 法 に 加 え て ，
Eobn らに よ り 開発 さ れ た ア ル カ リ溶 出法 を併 用 し
て ， 変異原性と同時に ， 単離肝細胞 の D N A損傷 を検
出す る こ と の 出来 る サ ル モ ネ ラ ー 肝 細 胞 シ ス テ ム こ
Salm o n ellaノhepato cyte syste mくSIH シ ス テ ムIを用
い て 糾，芳香族ア ミ ン の D N A傷害性 ， 変異原性 につ き
検討す る こ と を目的と した ． S佃 シ ス テ ム と は図 1
に概説 した が ， 単離肝細胞 を ホ ス ト細胞 ， バ ク テ リ ア
を標的細胞 と し て ， バ ク テ リア に対 す る 変異原性と同
時 に 単離肝細胞 の D N A損傷 を ア ル カ リ 溶 出法
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くalkalin e elutio nJに よ り検出す る方法で ある ． 更 に ，
SノH シ ス テ ム で は
，
ホ ス ト細胞 を単離肝細胞 の み な
ら ず培養細胞等の 他の細胞 に 置き 換え る こ と も 出来る
し， 酵素誘導物質や阻害剤くinhibito rJに よ り ホ ス ト細
胞 に お け る発癌 ． 変異原怪物質く化学物 劉 の 代謝系
路 に 様々 な修飾を加 える こ と が 出来る利点がある ． こ
の よ う に して ， S佃 シ ス テ ム に お い て 得 ら れ た 結果
よ り下記の こ と を知 る こ とが で き る ． す な わ ち ， H
化学物質が ホ ス ト細胞内で代謝を う けた後 に 上 棟的細
胞に起 こ し た変異原性 ， 2う 化学物質の ホ ス ト細胞内
で受 け る代謝 く洒性化代謝と不活性化代鮒 の バ ラ ン
ス
， 31 化学物質が代謝 を受 けた 後 に ホ ス ト細胞 に与
え る DN A損傷 の程度 ， り 化学物質が ホス ト細胞で
代謝 を受 けて 生 じた 代謝産物 の安定性 ， つ ま り ， くaI
代謝産物 が主に ホ ス ト細胞の D N Aに 損傷を与 え るだ
けな の か ， くbl ホ ス ト細胞か ら遊出され て標的細胞の
D N Aに 損傷 を与 える だ けの 十分な安定性を も っ て い
る か な どで ある ．
本論文 で は ， 発癌 ． 変異原物質 と して ， 最近注目さ
れ て い る 食 品中 に 含 ま れ て い る 発癌性 hete r o cyclic
a min e s で あ る 2－a min o．3－ m ethyli mi da z o－E4，5－fコ
quin olin eく王Qンと 3－a min o．l－ m ethyト5 H－p yridoE4，3－bj
indoleくTrp－P－21を用い た ． 両者と も ， 私達の 日常， 身
近 に 接触 す る物質で あ り その 発癌機序の解明が急務 と
さ れ て い る物質 で あ る ． そ して ， 本論文で は ， 両者の
変異原性 お よ び D N A損傷 の 程度 を SIH シ ス テ ム に
SaJm o nella hepato cyte syste m
Fig． 1． Sche m atic repre s e ntatio n of Salm o n ellaノhepato cyte syste m．
3－bコindolei D M S O， dim ethyl s ulfo xideニ P BS， Phosphate－buffered s alin e三 F CS， fetal c alf
Seru mニ E D T A， ethylenedia min etetraacetic a cidニS D S， SOdiu mla u ry s alfateニ W M E， W illia m
Mediu m E
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O
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lO，000g fo r20min ． T he w ashed T A 98pellets w e r ethe n re s u spe nded in Oユml
P B S， a nd aliqu ots w ere plated in top aga r． Follo wing m utagene sis a ss ay w a s
c a r ried o ut a c co rding to Am es et al
lI
with slight m odific atio n s．
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お い て 明ら か に して ， そ の代謝系路 に 考察 を加 えた 結
果を総括 し， 今後 も簡便 に し て汎用 性の 広 い SノH シ
ス テム が 試験管内だ け で な く ， 生体内も 含 めた 他の 生
物資料な ら びに化学物質 の発癌 ． 変異原性検出 に 応用
する こ と の 可能性 に つ い て報告す る ．
対象 お よ び方法
工 ． 実験動物
実験 に は ， 体重 20旬 25g の 純 系 C 57B L16 N雄 マ ウ
ス くB 6 マ ウ ス ， Natio n al In stitute s of He alth
Anim al Sup ply， Bethe sda ， M d．1 を 使 用 し封 ，
2，3，7，8，一tetr a Chlo rodibe n z oサ dio xin くT C D D， Do w
C he mic alc o． ， M idland， M icb．Jは コ ー ン オイ ル に 溶解
し実験開始 48hr 前 に 56声 gノkg 腹 腔内投与 し た ，
IQ お よ び Trp－P－2 は実験開始 4hr 前 に dim ethyl
Sulfo xide くD M S O， Fishe rScientic Co． ， Pitts ube rg，
Pa．J に 溶解 して 10mgJIkg 腹腔内投与 した ．
II． ミ ク ロ ゾ ー ム の 調 製
動物は 一 昼 夜絶食さ せ た後 ， 断頭屠殺 し ， す み や か
に肝 を摘出 した ， 摘 出 し た肝 はた だ ちに 水冷 した 緩衝
液くpota siu m pho sphate KC ト綬衝液 pH 7．4J に つ
け ， ハ サ ミ で細切 し ， よ く洗 っ た後 に ， 肝 の 重 量の 3
倍量の緩衝液 を加 えて ホモ ジ ュ ナ イ ズ した ． 以 下の 操
作はす べ て 0 へ ノ 4
0
C で おこ な っ た ． ホ モ ジ ェ ナイ ズ し
た肝は9，000g20分間遠心後 ， そ の上 清 を105，000g 60
分間超遠心 し ， 30％ Glyc e r ol を加 えた0．4M sodiu m
pho sphate 緩衝液くpH 7．351で再浮遊 し－800Cで 保存
した． 蛋白質量 は Lo w ry 法
61で 定量 し た ． ミ ク ロ ゾ ー
ム の代謝活性化能の 確認 は ， 既知の 変異原性物質 で あ
る 2－a C etyla min o－nu O re n eくEa stm a n Orga nic
Che mic al Co． ， Ro cheste r， N ． Y ．Jに よ り ， T A 98 を用
いた A m es法で そ の 変異原性の 発現 を測定 し， 変異原
性陽性の も の を以 後 の 実験 に 用 い た 刀 ．
Hl． 肝 細胞 の 単離
肝細胞 の 単離 は Klauning ら の 方法
8，9，よ り ， 潜流液
と し て0． 0 5％ c ollage n a s eくc ollagen a s eTy pe II，
Worthingto n Bio chemic al Co． ， Fre ehold， N ． J．1 を添
加した W illia m sM ediu m E くW M E， Gra nd Isla nd
Biologic al Co ．， Gra nd Isla nd， N ．Y ．1 を用 い た ． 肝細
胞の 凝集 は0．01％ D N Aa seくSigm a Chemic al Co ．，
St． Lo uis， M o ．I によ り抑制 した ． 濯流 後 ， 肝細 胞 に
0．05％グ ル コ ー ス 添加 W M E を加 えて 500rpm で 2
分間遠心 し ， さ ら に 同 じ操作 を く り か え し， 単離肝細
胞を得た 一 単離肝細胞 の 生存率 は try pa nblu eで染色
し光学顕微鏡下で 算定 した ． 実験 に は生存率90％以上
を示 す単離肝細胞 を用 い て ， 肝細胞単離後 1時間以内
に 実験 を開始 し た ．
IV． 変異原 性検出法
1 ． Am es法
変異原性の検出 は Am esら の 方法1さよ り ， 以下 の操
作 は す べ て 無 菌的 に お こ な っ た ． 0 ． 4M s odiu m
pho sphate 緩 衝 液 くpH 7． 4 い こ ， 70mM MgC12，
130m M KCI， 0．5m M biotin ， 0．5m M histidin e を加
えた 溶液を ， 完全に 溶解 し た Top aga rく0．6％ Difc o
aga r， 0．5％ NaCl に ， 9 こ 1 の 割合で よく 混合 して
45
0
C で保温 す る ． こ の Top aga r2．2ml に ， 0． 1ml
TA98く2へ 3xlO9 ba cteriaJmlJ， 0．1ml の D MS O に
溶解 した IQ ま た は Trp－P－2， 更に0．1ml ミク ロ ゾ ー
ム と0 －1ml N A D P HくSigm aChemic al Coナ溶液 を加
えて混合 し ， 寒 天平板の 上 に 注ぎ， 手早 く広げて37
0
C
48時間暗室 でイ キ ュ ベ ー トす る ． T A 98 のヒ ス チ ジ ン
要求性 が ヒ ス チ ジ ン 非要求性 くHisEI と な る 復帰突然
変異 の コ ロ ニ ー 数 は ， コ ロ ニ ー カ ウ ン タ ー くCo u nトAll
m ode1 60， Fishe rScie ntic Co ．ンで 数え た ． 変異原性の
抑 制効果 は ， 50JLl の a － Naphthofla v o n etA N F，
Fig． 3． Sche m atic r epr esentation of alkalin e
elutio n．
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Aldrich C he mic al Compa ny． ， M ilw a ukee， W is．1 を
T A 98らと とも に Top aga rに 加 えて 混 合 し， 寒天 平
板 に 注 ぐ操作 を加 え る こ と に よ り 検出 し た ． な お ，
T A 98 は カリフ オ ル ニ ア大学 バ ー ク レ ー 校 の A m e s博
士 よ り ， IQ お よ び Trp．P－2 は国立ガ ン セ ン タ ー の 佐
藤茂秋博士 よ り分与 して頂 い た ．
2 ． SノH シ ス テ ム
実験 は Tho rgeirss on ら の 方法 州 よ り行い ， そ の 概
略 を図2 に 示 し た ． 1xlO6個 の 単離 し た肝細胞 を浮遊
さ せ た 5ml の Pho sphate－buffe r ed sal in e くP B S，
pH 7．2いこ， 5 0JLl の T A 98く2xlO
9ba cteriaノmlJ と
50JLl の IQ ま た は Trp－P－2 D M S O溶液 を加 え ， 95％
02 と 5％ C O2の 混 合気下 で ， ゆ っ く り と挿 す り な が
ら37
0




だ ち に 0 へ 5
0
Cに 冷却 し ， 55g 5分 間遠心 す る ． 肝細
胞 が 除去さ れ T A 98だ けと な っ た 上 浦 を10，000g20 分
間遠心 して 出来た T A 98の ペ レ ッ ト を 10mlの P BS
くpE 7．21 に か く は ん浮遊 し， 更 に10，000g20分間遠心
した 後の ペ レ ッ ト に0． 1ml の P B SくpH 7．21 を加え
T A 98浮遊液 を作 る ． 以 後の 操作 は Am es法と 同じで
ある が
， 図 2 に 示 し た よ う に M utatio nfrequ e ncy を
求 め る た め ， 生存 TA 98 細胞数 の測定 に 0．5m M，
H is
R T A 98細胞数測定 に 50m M ヒ ス チ ジ ン 濃度の
Top aga r をそ れ ぞ れ 用 い た ． 変異原性の抑制効果の
検出 は ， 以 下 の 操作 で 行 っ た ． 1XlO6 個の 単離 した肝
細胞 を浮遊 さ せ た 5ml P B SくpH 7． 21 に 50JLl の
A N F を加 え ， 95％ 02と 5 ％ C O2の 混 合気下で ， 1 は
間ゆ っ く り と揺 す り な が ら37
0
C で プレ イ ン キ ュ ベ ー ト
0 0．25 0．5 1．O
Trp－ P－2くJLglplatel
0 0．25 0．5
M G microso m al pr otein pe rplate M G micr oso m al protein per plate
Fig． 4． くAI M utage nic a ctiv atio n of IQ o r Trp－P－2 in A m es as s ay u sing
mic r o s o m e sfr o m liv e r s of u ntr e ated C 57 B LJ6 N min くOl， O r T C D D
tre ated mic eく中I． T C D Dく50JL glkg ipl w a s administe r ed 48 hr prio rto
is olatio n of hepato cyte s． くBJ Efe ct of a － Naphthofla v o n eくA N Fl o n
m utage nicity of IQ o r Trp－P－2 in Am e s a ss ay u sing liv e r micro s o m e s
fr o mT C D Dtre ated mic e． Do se of A N Fニ 中， OJL M i ム ， 5FL M ニ A ， 10JL











芳香族 ア ミ ン の D NA 傷害性と変異原性の検討
す る ． 肝 細 胞 は プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト 後 た だ ち に
500rpm で 2 分間遠心沈殿 させ ， 5ml P B SくpH 7．21に
浮遊させ ， try pa nblu e の 算定 で 生存率90％以上 を 示
す肝細胞 を用 い て ， ひ きつ づ き ， 上 記の 変異原性検出
の実験 を行 っ た ，
V ． ア ル カ リ 溶出くAlkalin e el11tionI
この 方法は Eohn ら に よ り 開発 され 11，均 ， 本実験 で
は蛍光々度計 に よ り D N A検出を行う Erickso nらの
方法 に よ っ た 周 一 概略 を 図 3 に示 し た ． す な わ ち
，
1．2XlO6個 の 単離 した 肝細胞 を浮遊 さ せ た 5ml P BS
くpH 7■2I に ， 50FEl の IQ ま た は Trp－ P－2 D M S O溶
液を加 え ， 95％ 02 と 5 ％ C O2の 混合気下 で ゆ っ く り
と挿す りな が ら3 アCで6 0分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た後 ，
0 旬 5
O
Cに 冷却 した約 10ml の 5％ fetal calfs e ru m
肝C S， Gr and Isla nd Biologic al Co ．J を含 む W M E を
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加 え ， 4 分間 55g で遠心 し た ． 沈殿 した 肝細胞 は ， 上
清 を 除去 し た 後 に ， 約 10ml の 同 じ F C S添 加
W M E でサ ス ペ ン ド し て ， 実 験開始 ま で 0 へ 5OCに
保 っ た ． 肝細胞浮遊液を ， 2．0メ m 細孔の ポ リ ク ロ ラ
イ ド フ ィ ル タ ー くM illipo r eType BS W P O2500，
M i11ipo r eCo rp－ ， Bedford， M a ss．Jに 静 か に 注い だ 後 ，
た だ ち に0，02 M Na2ethylenediamin etetr a a c etic a cid
くE D T Al， 0 －1 0 Mglycine を 含 ん だ 10 miの 2 ％
S Odiu mlaury salfateくS D SI 溶液くpH lO． J を フ ィ ル
タ ー に 注ぎろ過 さ せ た － こ の 操作 に よ り
， 肝細胞 は溶
解 して ， D N Aの 水 素結合が 切れ て 一 本鎖 と な っ た
DN A がフ ィ ル タ ー 上 に 残 っ た ． 続い て ， 約 10ml の
0．2 M E D T Aを含ん だ0－04 M NaO H溶液くpH l O． OI
を用 い て フ ィ ル タ ー 上の 一 本鎖 D N Aを洗い ろ過 し，




Fig■ 5■ くAI M utage nicity of IQ o r Trp－P－2 in the Salm o n ellaJhepatocyte
SySte m． T A98 w e r ein c ubated with the c o mpo und a nd hepato cytes
く1x166 c ells in 5mlJ fr o m u ntr eated C57 B Lノ6N mic e くOJ， O r T C D D
tr e ated miceく争1， くBIE ffe ct of A N Fpretr e atm e nt o nthe m utage nicity
Of IQ o rTrp－P－2in the Salm o n ellalhepato cyte system ． T he hepato cyte s
W er ein c ubated with A N F l Omin prio rto addit o n of IQ o r Trp－P－2， a nd
T A 98． Do s e of A N Fニ 争， OJL M i ム ， 5JL M ニ A ， 1 0JL 町 飽 ， 100JL M ．
1 254
Elm o sfo rd，N ． Y．1， 0．02M E D T A， 0．10 Mglycin eを
含ん だ 2 ％ SDS 溶液くpH lO．01 で ， 洗浄 し た ． こ の
フ ィ ル タ ー 上 の 一 本鎖 D N Aに ア ル カ リ 溶液 を連続的
に 流す こ と に よ り ， 工Q ま た は Trp－P－2 に よ り損傷 を
受 け た D N A の部位は切断さ れ る ． 一 本 鎖切断 を多く
含 む D N A は， その 分子 量が 小さ い た め フ ィ ル タ ー を
通過 し易 く な る ． こ の た め ， フ ィ ル タ ー 上 の 一 本 鎖
D N Aに tetr apr op yl－ a mm Oniu m hydr o xide くR S A
Co ． ， Ardsley， N ． Y ．1 に よ り pH 12．1に 調整 し た0－02











































































3 6 9 12 15 3 6 912 15
Ho u rs of elutio n
10
3 6 9 12 15 3 6 9 12 15
Ho u rs Qf elu tio n
Fig． 6． D N A da m age indu c ed byIQ o rTrp－ P－2
in hepato cyte sfr o m C B 57 B L16N mic e． Cells
w e rein c ubated fo r 60min in the pr e s en c e of
v a rio u s c o n c entratio n s of IQ o rTrp－P－2． Data
sho w n a r efr o m o n e r ep sentativ e e xpe ri
d
m ent． T C D Dtreatm ent w a s pe rfo r m ed a s
de s cridedin the lege nd to Fig． 4． Co n c e ntr a
－
tio n of IQ or Trp－P－2こ 0， OFL M Hユ 1FL M ニ
■ ， 5ノJ M i A ， 10メイ M 三 マ ， 2 5ノJ M 工 ゆ， 5 0ノノ
M i ム ， 10 0ノJ M ．
hr の速 度で フ ィ ル タ ー を通過 さ せ ， そ の 溶 出液 を 3
時間毎 に1 5時間ま で 5 回経時的に サ ン プ リ ン グした ．
15時 間の 時点で フ ィ ル タ ー も 回 収す る ． こ の よ う に し
て経時的に サ ン プリ ン グした 溶出液中の D N Aの 量と
フ ィ ル タ ー 上 に 残 っ た D N Aの 量 を測定す る こ と によ
り ， 初 期損傷 を 示 す D N A単鎖切断 を高感度 に 検出す
る こ と が 出来 る ． D N Aの 量 は ， Fa r ra nd Ratio．2
flu ro m et rくF O CI Co ．， Valha11a， N ． Y ．1 を使用 して ，
Ericks o n らの 方法1 31に 従 い 測定 し た ．
成 績
工 ． 変異 原性
無処置お よ び T C D D前処置 B 6マ ウ ス の 肝ミク ロ
ゾ ー ム を用 い た A m e s法の 結果 を図 4 に 示 した ． IQ，
Try－P －2 とも に 明 ら か に 用量依存的 な変異原性を示
し ， T C D D前処置群 は無処置群 に比 べ て IQ で は約4
倍 ， Try．P－2 で は約 2倍の 高い 変異原性 を示 した ． な
お ， こ の 変異原性は Cyto chrom e P．448に 特 異的な阻
害剤 で あ る a － Naphthofla v o n eくA N FllOJL M で IQ
は約70％， Trp－P－2 は約90％ の変異原性 は抑制さ れ，
100月 M で はほ ぼ完全 に 抑制 され た ． 単離肝細胞を用
い た SノH シ ス テム に お い て も 肝 ミク ロ ゾ ー ム を用い
た Am e s法 と同様 に 用量依存的 な変異原性 を示 し， そ
の 変 異原性は T C D D前処置 で 増強さ れ AN Fに よ っ
て抑 制さ れ た く図5I．
H ． D N A損傷
SノH シ ス テ ム の 肝 細胞 D N Aを ア ル カ リ 溶出法に
よ り測定 し た く図61． 無 処置 マ ウ ス か ら の 肝細胞を用
い た時 は D N A損傷 の 程度 は IQ， Try－ P－2 と もに ， わ
ず か で あ っ た が ， T C D D前処置 マ ウ ス か ら の 肝細胞
に お い て は両者と も ， 明 ら か な用 量依存的な D N A損
傷 を認 め た ． な お ， 30， 60， 90分の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 間に は ， と も に 時 間と DNA 損傷 に つ い て有意の差
を認 め な か っ た げ 一 夕 は示 して い な い1． 更に IQ お
よ び Try－P．2 の 生体内投与時の D N A損傷を調 べ る
た め ， 肝細胞単離 4 時間前 に ， IQ lOm glkg， Try．P．2
10m gノkg を未処置お よ び T C D D前処置 マ ウ ス の 腹腔
内 に 投与 し た ． IQ お よ び Try－P－2 投与 に より ， 両者
と も に ， 未処置 マ ウ ス で は軽度の D N A損傷 が認めら
れ た が
，
T C D D前処置 マ ウス に お い て は ， D N A損傷
の明 ら か な増強が認 め ら れ た く図 71．
考 察
環境中の 発癌因子 の な か で 食習慣 に よ る国子 の占め
る割合 は大き い ． 最近 ， 食品 中に 含 まれ る発癌
． 変異
原性物質 と して 一 群 の hete r o cyclic a mine が 注目さ
林
芳香族 ア ミ ン の DN A傷害性と変異原性 の 検討
れ て い る
14 H 6Jこ れ ら hete ro cyclic a min e は ア ミ ノ 酸
や蛋白質の 熱分解物で あ り ， 魚や 肉の 焼 け焦 げの 部分
か ら 分離 す る こ と が 出来 る ． こ れ ら hetero cyclic
amin e は ， Am e s法で 強 い 変異原性 を示 し動物実験 に
お い て 主に 肝臓癌 を生 じ させ る ． IQ お よ び Try－P－2
は hete ro cyclic a min eで あ り ， 特 に IQ は ， 既知 の 変
異原物質 の 中で 単位重 畳 あた り の 変異原性情性の 最も
強い も の の 一 つ で あ る ． 事実 ， T A 98を使 う Am e s法
で は， 最強と 言わ れ る発癌物質で あ る aflato xin Blよ
りも変異原性が さ ら に 強い 1ら，工Q お よび Trp．P－2 も含
めた幾 つ か の hetero cyclic amin e は肝臓 の み な ら ず
種 々 の 臓 器 に 癌 を 生 じ さ せ る 町 側 ． Heter o cyclic
amin e の 活性化代謝 の 第 一 ス テ ッ プ は ， CytO Chr o m e
P－448依存性 の N－hydr o xyr atio n と 考 え ら れ て い
る 叫 ． 著 者 は 単離肝 細 胞 を用 い て 工Q な ら び に
Trp－P．2の 変異原性お よ び D N A損傷 に つ い て検索 し
た． な お ， 肝細胞は cyto chr o m eP－450誘導物質 に感
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ウ ス くB 6マ ウ スン か ら単離 した ． 実験結果よ り IQ お
よ び Trp－P－2 の Am e s法 に よ り 示 さ れ る 変異原性
と ， S佃 シ ス テ ム に よ り測定 さ れ る 変異原性 に は密
接な関連 が認 め ら れ た ． 特 に 工Q に 関 す る 肝 ミ ク ロ
ゾ ー ム を 用 い た 実験 で は ， Ya m a z oe ら21， に よ っ て
CytO Chr o m eP－448II8くYa m a z o eら の 分類の P．448II
の high－Spin 型いこ より IQ は 酒性化代謝を受 け て直接
の 変異原性物質で ある 2－N －hydr o xyIQ に 代謝さ せ る
こ とが 報告 され て い る ． 本実験 で も ， CytO Chr o m e－P－
448の 強力 な誘導物質である T C D Dに よ り Am e s法
お よ び SノB シ ス テ ム の い ずれ の 方法で も IQ お よ び
Trp－P－2 の 変異原性が増強さ れ ， CytO Chr o me．P 448に
特異的な阻害剤で あ る AN Fに よ り変異原性が抑制さ
れ た こ と か ら
，
SIH シ ス テム に お い ても Am e s法 と
同様 に IQ お よ び Trp－P－2 の 活性化代謝 は cyto chr．
O m eP－4 48依存性の N－hydr o xylation が第 d ス テ ッ
プ で あ る こ と が 示唆 され た ． 最近 ， 変異原性を検出す
る 実験系に お い て ， 代謝活性系と して用い ら れ る肝 ミ
3 6 9 12 15
Ho urs of eJution
Fig． 7． D NA da m age indu c ed in hepato cyte sfr o m C57B Lノ6 N mic ein uiuoby IQ or
Trp－P－2． Anim als w e r egiv e n a nip inje ctio n4 hr befo r eis olating hepatocyte s of lQ
く1 0m glkg body w eightJ o r Trp－P－2く10m gノkg body w eightl． T C D Dtr eatm ent w a s
pe rfo r m ed a sde s c ribed inthe lege nd to Fig． 4一二 A ， C O ntr Olニ 0， te St C O mPO u nd o nly
くIQ o rTrp－P－2H 砂， TC D D＋te st c o mpo u ndsくIQ or Trp－P－2I．
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ク ロ ゾ ー ム や肝 ホモ ジ ュ ネ ー トお よ び単離肝細胞の 量
が 重要な因子 で ある こ と が報告さ れ て い る
刀卜 瑚
－ し か
し ， 無処置お よ び T C D D前処置 マ ウス か ら単離肝細
胞 を0．5XlO
6
へ 1 ．5X lO
6細胞の 範囲で 量 を変 えて 試み
た が ， IQ お よ び Try－P－2 の 変異原性 に 対 し て は何 ら
の影響 も認 め られ な か っ た ． そ の た め ， 本実験系 で は
1 ． 2Xl O6 個 の 単 離肝細胞 を使 用 し た ■ 1Q お よ び
Trp－ P－2 は試験管内で単離肝細胞 の D N A を損傷 し，
その D N A の損傷 は T C D D前処置 マ ウ ス か ら の 単離
肝細胞 を用い る と明 らか に 増強 した ． 更 に IQ お よ び
Trp－P－2 の生体内で の D N A損傷 も T C D D前処置 マ
ウ ス が ， 未処置 マ ウ ス に 比 べ て 高値 を示 し た ■ A N F
に よ る損傷の抑制効果 を検出す る実験 は ， A N F自身
が単離肝細胞の DN A損傷 を誘起する た め行 う こ と が
出来な か っ たが ， す く なく と も 生体内お よび 生体外 の
両者 に お い て CytO Chr o m eP－448依存性 の N
．hydro．
xylation が IQ お よび Trp－ P．2 に よ る D N A損傷 を
誘起 させ る重要な経路 で あ る こ と を示 唆 して い る ． 更
に ， IQ お よ び Trp－P－2 の D N A損傷作 用 を検出す る
た め に は ， そ れ らの 変異原性 を検出する た め に 必要な
量 に比 べ て ， お よ そ10倍以上の畳 を必要と した ■ こ の
こ と は ， heter o cyclic a min esは 強 い 変異原性 を示 す
が ， 発癌性は そ の変異原性の強 さか ら 当初予期 され た
よ り はる か に 小さ か っ た こ と に 関連 して い る も の と思
わ れ る
15，
． Ya m a z o eら
21， は
，
2－ N －hydroxy－IQ が
P B Cくpolychlo rinated biphe nyl 前処置ラ ッ トよ り得
た ミ ク ロ ゾ ー ム に よ り さら に 非変異原性物質 へ と 不活
性化さ れ て ゆ く可能性 を報告 して い る － 単離肝細胞内
に 生成さ れ た 1Q の活性代謝物が更 に 代謝 され て解毒
され る のか ， D N A損傷 を与 え る前 に 他 の生体高分子
と結合 して し まう の か ， あ る い は ， そ れ 以外 の 機序に
ょ っ て 不活性 され るの か に つ い て は 今後の 検索が必要
であ ろう ．
結 論
SノH シ ス テ ム は ， 生体内条件 に 近 い 正 常単離肝細
胞 を用い て ， 発癌 ． 変 異原物質 の 変異原性 と同時 に
D N A損傷 を検出す る 簡便 に し て 汎 用 な 実験系で あ
る ． 本論文で は SノH シ ス テ ム を 用 い 日常身近 に 接触
す る発癌性物質 と して注目を集 め ， その 発癌機序の解
明が 急が れ て い る IQ な ら び に Try－P－2 の heter o c
－
yclic a min e sにつ き 実験 し そ の代謝経路 に 考察 を加 え
た ． そ の結果
1 ． 単離肝細胞 を用心ユて 行 っ た 変異原性試験くSノH
シ ス テ ム1 に お い て ， lCD D前処置 に よ り変異原性 は
著 しく 増加 した ． こ の変異原性 は CytO Chr o m ePT448
の 特異的 な阻害剤 であ る A N Fに よ り 強 く 抑制 さ れ
た ．
2 ． こ れ ら の 結果 は ， ミ ク ロ ゾ ー ム 系 を 用 い た
A m e s変異原性試験 の結果 と
一 致 し た ，
3 ． IQ お よ び Trp－ P．2 は正常単離肝細胞 に 対して
軽度な D N A傷害作用 しか 示 さ な か っ た が ， T C D D投
与 マ ウ ス か ら の単離肝細胞 に 対 して は強 い 傷害作用を
示 し た ． 同様 な結果は マ ウ ス に 投与 した と き に も認め
られ た ．
以 上 の 結果か ら ， IQ お よ び Trp．P－2 は 肝細胞内で
cyto chrom eP
－44 8に よ り N．hydroxylatio n を受け ，
D N A を損傷す る と共 に ， 一 部 は細胞外 に遊出 し ， サ
ル モ ネ ラ菌 に 変異 を引 き起 こ すも の と考 え られ た ． こ
の よう に ， SノH シ ス テ ム は より 生体 に近 い 環境下 で
の 変異原 ． 発癌性 を考慮 した場合 に は有用な手段で あ
り ， 今後 の発展が期待さ れ る も の と い え よう ，
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